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0 Stabilislerte Humanprotein-Praparate. 



@ Die Erfindung betrifft vertragllche, lagerstabile Humanprotein-Praparate, enthaltend ein Humanprotein. insbe- 
sondere Erythropoietin, physiologisch vertrggliche Puffer sovrie gegebenenfalls Komplexbildner. Isotonie-einstel- 
lende Mittel, Calciumchlorid und andere fUr lnjektionszwecl<e Obliche Stoffe und auflerdem in der Injeldionstorm 
5 - 50 g/l Hamstoff, 1 - 50 g/l Aminosaure, 0,05 - 5 g/l nicfitionogenes Netzmittel und Verfahren zu ihrer 
Hersteliung. 
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Stabilislertd Humanprotein-Praparate 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind stabile nicht immunogene. phystologisch gut vertragliche, 
geloste Oder gefriergetrocknete galenische Zubereitungen von Humanproteinen sowie Verfahran zu deren 
Hersteilung, insbesonder© von Erythropoietin. 

Humanproteine sind korpereigene, nur in geringen Mengen vorkommendo Proteins wie z.B. tissue 
5 plasminogen activator (t-PA), Streptokinase, Urokinase, Interferon, verschiedene colony stimulating factors 
(CSF) Oder Erythropoietin (EPO). Am Beispiel des EPO. das bevorzugt in der Formulierung eingesetzt wird, 
soil die Erfindung nMher eriautert werden. 

Erythropoieten (EPO) ist ein Glycoprotein, welches die Bildung von HSmoglobin bzw. Erythrocyten im 
Knochenmark stimuliert. Dies Lipoprotein wird hauptsachlich in der Niere gebildet findet sich in sehr 
10 geringen Mengen im Serum und wird unter physiologischen Bedingungen teilweise im Urin ausgeschieden. 
Fehlen des EPO be! Niereninsuffizienz. bedingt mit einer renalen AnSmie. Durch Gabe von EPO in 
physiologischen Mengen, d.h. wenigen Mikrogrammen. in einer oder mshreren Dosierungen. kann die 
Bildung von Erythrocyten in solchen Fallen wieder angeregt werden. Da der KSrper bereits auf geringe 
Dosisanderungen empfindlich reagiert. mu/3 die Dosierung exakt reproduzierbar sein. Ubiichenweise wird 
IS EPO als wassrige Losung entweder i.m. oder i.v. injiziert Oder als Spray uber die Nasenschleimhaut 
appllziert. 

Es ist jedoch bekannt. daB EPO und zwar sowohl das zunachst aus Humanurin gewonnene Produkt 
(Miyake at al. J. Biol.Chem.Vol.25. 5558-5564. 1977) als auch die inzwlschen gentechnologisch erzeugten 
Produkte (WO 85-02610) in waiSriger Losung nicht stabil sind und selbst bei einer Lagerung bel -80 'C 
20 groflere AktivitStsverluste auftreten. Dieso beiden Produkte unterscheiden sich etwas im Glycosilleaingsmu- 
ster und in der Aktivitat ein direktsr Vergleich mit dem im Serum enthaltenen EPO is bisher nicht bekannt 
geworden. 

Oiese Aktivitatsverluste sind einerseits auf eine Zerstorung des EPO durch katalytische Effekte der 
Oberflache der zur Aufbewahrung dienenden Ampullen durch Schwermetallspuren. Luftsauerstoff etc. 
25 zurtjckzufQhren. andererseits aber auch durch eine Aniagerung der EPO-Molekule an die Gefaflwand» wobei 
auch eine teilweise Denaturlerung eintreten kann. Da. wie oben gesagt. in jeder Dosiereinheit nur wenige 
Mikrogramme enthalten sind. konnen die Verluste durch Adsorption bereits nach kurzer Aufbewahrungszeit 
betrachtlich sein. 

In der EP-A 178 576 ist daher beschrieben worden, durch Zusatz vn polymeren Verbindungen, wie 

30 Human- oder RInderserumalbumin, Lecitin, Dextran. Cellulose, Polyethylenglycoi etc. diese Aniagerung an 
die Gefafiwand zu inhibieren, und damit eine WIederfindung von EPO zu 75-98 % nach ca. 2 h Lagerung 
bei 20* C 2u erzielen. gegenOber nur 16 % ohne solchen Zusatz. Gemessen wurde dabei allerdings nur die 
Wiederfindung einer radioaktiven Markierung (-^C). so dafl diese Versuche nichts uber die Stabilisierung 
des EPO gegen Zersetzung aussagen. 

35 Nach unseren Befunden ist eine Langzeitstabilisierung mit solchen Mittein jedoch nicht zu erzielen, d.h. 
die EPO-Wirksamkeit im Maus-Test nimmt stark ab, zudem k5nnen diese Mittel bei der Injektion immuno- 
gene Reaktionen hervorrufen. 

Aus der EP-A 178 665 sind weiterhin "Stabilisatoren". insbesondere fur gefriergetrocknete EPO- 
Praparate bekannte. Neben den polymeren Substanzen PEG 4000, Gelatine und Dextran 40, sind verschie- 

40 dene Zucker und Zuckeralkohole. AminosSuren. anorganisce Salze und Thiolverbindungen genannt. Kombi- 
nationen dieser Stoffe mit Humanserumalbumin. Gelatine und Dextran sind ebenfalls genannt. Auch in 
dieser Literaturstelle wird nur die Wiederfindung der Radioaktivitaten nach 2 Monaten Lagerung der 
gefriergetrockneten Produkte bestimmt Diese wird mit 87-99 % angegeben. gegenOber 60 % ohne Zusatz. 
Da das lyophilisierte Material direkt nach der Hersteilung als Standard bemtzX wurde ist nicht angegeben. 

45 wie hoch die Aktivitatsverluste bei der Hersteilung der PrSparate sind. Auch diese Praparate weisen. einen 
hohen Wirksamkeitsverlust im fwlaus-Test auf. 

Es stelite sich daher die Aufgabe. ein gutvertragiiches EPO-Praparat zu finden, welches lagerstabil ist. 
d.h. die in-vivo Wirksamkeit bewahrt, nicht zu Adsorptionen an den Ampullen- oder SpritzenwSnden fuhrt 
und leicht in eine injizierbare Fomn gebracht werden kann. 

50 Oberraschenderwelse wird diese Aufgabe durch eine in den AnsprUchen nSher gekennzeichnete 
Kombination verschiedener Komponenten gelost Wie unsere Versuche gezeigt haben. besitzen die Einzel- 
stoffe diese Eigenschaften nicht oder nur in geringerem Ausmafi. 

Entscheidend fur die Stabilisierung ist der Zusatz von Harnstoff und verschiedenen Aminosauren. 
Harnstoff wird in 5-50 g/l, vorzugsweise 10-15 gAI eingesetzt Als Aminosauren seien beispielsweise Glycin. 
L-Alanin. L-Arginin. L-Isoleucin, L-Leucin, L-2-PhenylaIanin, L-GlutaminsSure oder L-Threonin genannt. 
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Mischungen der verschiedenen AmInosSuren scheinen einen besonders vorteflhaften Effekt zu haben. Die 
jeweillgen Aminosauren werden in Mengen von 0,5-50 g/1, vorzugsweise 1-20 g/1 eingesetzt. wobei die 
Gesamtmenge der Annlnosaure vorzugsweise 5-25 g/1 betragen soil. 

Notwendig ist ferner ein physiologisch vertraglicher Puffer, weicher in der fur Injektionslosungen 

5 erforderlichen geringen Konzentratlonen (ca. 20-100 nriMol/l) den fur EPO erforderlichen pH-Bereich von 
6.5-7.4. insbesondere 7,0-7.2 einstellt. Au/3er Phosphatpuffem sind auch Glycinat. Carbonat. Citrat u.a. 
brauchbar. wobei auiSer Natrium- auch Kalium- Oder Ammoniumionen als Gegenion dienen konnen. Bine 
Pufferung wird zusatzlich durch die enthaltenen Aminosauren bewirkt. 

Die Haftung des EPO an den Ampullenwandungen und Spritzen wird wesentllch herabgesetzt durch 

10 Zusatz geringer Mengen eines Detergenz. Da das Praparat vonwiegend Injiziert werden soil, mufl dieser 
Stoff physiologisch, insbesondere i.v. vertraglich sein. Konzentratlonen von 0,05-5 g/1, Insbesondere 0.1-0.5 
g haben sich bewahrt, Nichtionogene Netzmittel, wie die verschiedenen Polymacrogol-Arten, insbesondere 
Polyethylensorbitanlaurat (Tween 20 Oder 80) Oder Sorbitantrioleat (Span 35 oder 80) oder Glycerin 
* oleylsSurepoiygiycolether (Labrafil " ) haben sIch zu diesem Zweck bewShrt, andere vertragliche Stoffe 

75 konnen jedoch gleichermaflen eingesetzt werden. ^ 

Urn den Einflu/J von Schwermetallionen - die fast unvermeidiich bei der Verarbeitung, z.B. aus den 
venwendeten Metallgeraten, eingeschleppt werden, auf das EPO zu verringern. hat es sich ferner bewahrt. 
der LSsung noch 0.01 - 5 g/1 eines ISslichen Calciumsalzes, vorzugsweise etwa 0,02-0,2 g/1 Calclumchlorid 
zuzusetzen. Andere physiologisch vertragliche Komplexbildner. beispielsweise Citrat. EDTA, NTA. Panthote- 

20 nat konnen ebenfails eingesetzt werden. 

Als Losungsmitte! wird reines Wasser fOr Injektionszwecke verwendet, dem zur Einstellung der Isotonie 
noch 0,5-10 g/1 Natriumchlorid oder entsprechende Stoffe. wie Mannit. Sorbit etc. zugesetzt werden. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaiSen Praparate werden aile Hilfsstoffe in der notwendigen Menge 
Wasser gelost. die EPO-Praparation. die' eine Aktivitat von ca. 100.000 bis 200.000 Units/mg Protein 

25 aufweisen sollte, zugemischt, in entsprechende Ampuilen sterilfiltrlert, eingefroren und schonend bei tiefen 
Temperaturen lyophilisiert Die erhaltenen Praparate sind unter Stickstoff Ober 2 Jahre bei 0*C und Ober 1 
Jahr be! Raumtemperatur haltbar. Beim Rekonstituieren mit Wasser 16sen sie sich in wenigen Sekunden 
ohne TrObung auf und kSnnen so entweder direkt IntravenSs Oder intramuskulSr injiziert oder nach 
Verdunnung mit isotonischen LQsungen (z.B. KochsalzlSsung) infundiert werden. 

30 Dem Einfriervorgang kommt eine besondere Bedeutung zu. Die Hilfsstoffe werden in Art und Menge so 
gewahit, dafi der eutektlsche Punkt der einzufrierenden Losung zwischen -50 bis -SO'C liegt Mit Hilfe 
eines computergesteuerten Optlmierungsprogramms wurden folgende optimale Bedlngungen fUr die 3 
Phasen der Lyophilisatlon ermlttelt: 

35 

Einfrierzeit 

12-14Stunden bei -40* C 

40 

Haupttrocknung: 

Soletemperatur + 10* C, Druck 10"' mbar. Zeit 48-60 Stunden 

45 



Nachtrocknung: 

50 Soletemperatur +20* C. Druck 10*"^ mbar, Zeit 4-6 Stunden. 

Hierbei ist es wesentllch mit Hilfe einer Ap-Messungsvonichtung sowie einer Leitfahlgkeitsmessung zu 
erkennen, wann die Haupttrocknung abgeschlossen ist, damit das zu lyophilisierende Produkt nicht zu 
schneil erwarmt wird und ein /^oiftauen der eingefrorenen L6sung und der damit verbundene Aktlvitatsver- 
55 lust vermieden wird. 

Die eingesetzten Hilfsstoffe sind so ausgewahit worden. daB ein gleichmafiig strukturierter zu lyophili- 
sierender EiskSrper zustande kommt und daB wahrend der Lyophilisatlon ein porSses Gertjst (Kuchen) 
erhalten wird, aus dem eine optimale Sublimation des Bses. vor ailem auch gegen Ende der Haupttrock- 
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nung, moglich ist. Die Nachtrocknung erfolgt wie oben genannt bei nur +20*C Ciber 4-6 Std. Diese 
schonende Behandlung ist wichtig. da es sonst zu einem Verlust der Aktivitat beim zu tyophilisierenden Gut 
kommt. 

In der Regel haben die so lyophilisierten Produkte einen Wassergehalt von etwa 2-5 % nach Karl 
5 Fischer. Dieser Restwassergehalt hangt von Art und Menge der Hilfsstoffe ab, die in der betreffenden 
Rezeptur eingesetzt werden. 

Die waflrigen Losungen des stabilisierten EPO konnen auch direkt in AmpuMen abgefullt werden und 
ohne Lyophilisation als gebrauchsfertige Form in den Verkehr gebracht werden. Die Haltbarkeit ist dadurch 
jedoch gegenuber dem Lyophilisat verkQrzt auf ca. 1 Jahr bei O'C und einige Monate bei Raumtemperatur. 
10 Nachfolgende Beispiele sollen das oben geschilderte naher erlautern: 



75 



Belsplel 1 



Erythropoietin 2000 Units Injektionstrockensubstanz (Ansatz fur 35.000 Flaschen) 



40 



45 



55 



20 ' In einen^ sterilen, mit RUhrwerk versehenen 100 1 V2A-Doppelmantelke$$el werden die Hilfsstoffe 
geiost 

Hamstoff 700.0 g 

Natriumchiorid 70,0 g 

Tween 20 7,0 g 
25 Natfiumdihydrogenphosphat x 1 HzO 38,4 g 

Dinatriumhydrogenpliosphat x 2H2O 350.0 g 

Calciumchlorid x 2H20 8.4 g 

Glycin 105,0 g 

L-Leucin 140,0 g 
30 L-lsoieucin 140,0 g 

L-Threonin 35,0 g 

L-Glutaminsaure 35,0 g 

L-Phenylalanin 70,0 g 

Wasser f, Injektionszwecke ad 70,0 I 
35 Zu 30 I dieser Hilfsstofflosung werden 214.3 ml einer Erythropoietin-Rohstoffcharge mit -einem EPO- 

Titter von 140.000 Units/I mt gegeben und zum Endvolumen von 35 I aufgefullt und durchgerOhrt. Mit der 

restlichen Hilfsstofflosung wird das i=iltrationssystem gespult. Die Ansatzlosung wird uber ein Membranfilter 

0,2 u.m Porenweite sterilfiltriert. Die sterifiltrierte LSsung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 

Bedingungen abgefUllt und unter folgenden Kriterien in einer Lyophilisationsanlage gefriergetrocknet: 



Einfrierzeit 

12- UStunden bei -40 'C 



Haupttrocknung: 

50 Soletemperatur +10*0. Druck 10"^ mbar Zeit 48-60 Slunden 
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Nachtrocknung: 

Soletemperatur +20* C. Druck 10"^ mbar Zeit 4-6 Stunden 

5 Man erhalt so eine voluminose, offenporige Injektionstrockensubstanz. die mindestens 2 Jahre im 
Kiihlschrank und 1 Jahr bei Raumtemperatur haltbar ist und sich innerhalb von einigen Stunden in 2 m\ 
Wasser fDr Injektionszwecke ohne Trubung und frei von Partikein lost. 



10 Beispiel 2 



75 Erythropoietin-Lyophilisat 200 Units (Ansatz fur 35.000 Flaschen) 



Erythropoietin 46,7 ml = 7 Mio Units 

Natriumchlorid 100,0 g 

Tween 20 10,0 g 
20 Natriumdihydrogenphosphat x 1 Ha 0 1 55,0 g 

Dinatrlumhydrogenphosphat x 2H2O 500,0 g 

Calciumchlorid X 2H2O 10,0 g 

Hamstoff 1000,0 g 

L-Leucin 1 50.0 g 
25 L-Threonin 120,0 g 

L-Phenylaianin 165,0 g 

Wasser f. Injektionszwecke ad 70,0 I 

Die Hllfsstoffe werden in 70 I Wasser fur Injektionszwecke gelost und danach In 2 Portionen auf 35 1 
30 aufgeteilt. Die ersten 35 I werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 ! 
werden zum SpClen des RItrationssystems venwendet Die Ansatzldsung wird Ober ein Membranfilter 0,2 
um Porenweite steriifiitriert. Die sterilflltrierte Losung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefQIit und unter den gieichen Kriterien lyophilislert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 
erhSIt so ein wei/Jes. poroses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophilisat, das 2 Jahre im KOhlschrank oder 1 
35 Jahr bei Raumtemperatur ohne groflen Aktivitatsverlust gelagert werden kann. 



Beispiel 3 



Erythropoietin Lyophilisat 1000 Units (Ansatz fur 35.000 Flaschen) 



45 Erythropoietin 233,33 ml = 35 Mio Units 
Natriumchlorid 100.0 g 
Tween 20 12,0 g 

Natriumdihydrogenphosphat x H2O 140,0 g 

Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O 450,0 g 
50 Calciumchlorid X 2H2O 10,0 g 

Harnstoff 700,0 g 

Glycin 1050.0 g 

L-Leucin 92.0 g 

L-Giutaminsaure 103,0 g 
55 L-Phenylalanin 115.5 g 

Wasser f. Injektionszwecke ad 70,0 I 

Die Hilfsstoffe werden in 70 I Wasser fiir Injektionszwecke gelost und danach in 2 Portionen auf 35 

5 
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aufgeteilt Die ersten 35 I werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 I 
werden zum Spulen des Fiitrationssystems verwendet. Die Ansatzlosung wird Qber ein Mambranfiiter 0.2 
um Porenweite sterilfiltriert Die sterilfiltrterte Ldsung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefullt und unter den glelchen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 
5 erhalt so ein weifles, poroses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophllisat, das 2 Jahre im Kuhlschrank Oder l 
Jahr bei Raumtemperatur ohne groiSen Aktivitatsverlust gelagert werden kann. 



Beispiel 4 



Erythropoietin Lyophilisat 500 Units (Ansatz fur 35.000 Flaschen) 

IS 

Erythropoietin 116,67 ml = 17.5 MIo Units 
Natriumchlorid 70.0 g 
Tween 20 7,0 g 

Natriumdihydrogenphosphat x H2O 38,5 g 
20 Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O 490.0 g 

Calciumchlorid x 2H2O 5,6 g 

Harnstoff 840«0 g 

L-Leucin 92,4 g 

L-G!utaminsaure 105.0 g 
25 L-Phenylalanln 1 1 9.0 g 

Wasser f. Injektlonszwecke ad 70.0 I 

Die Hilfsstoffe werden in 70 I Wasser fOr Injektionszwecke gelQst und danach in 2 Portionen auf 35 I 
aufgeteilt Die ersten 35 I werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 I 
30 werden zum Spulen des RItrationssystems verwendet Die Ansatzlosung wird Uber ein Membranfilter 0.2 
um Porenweite sterilfiltrtert. Die sterilfiltrierte Ldsung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefullt und unter den gleichen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 
erhalt so ein weii3es, poroses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophilisat. das 2 Jahre im KQhIschrank oder 1 
Jahr bei Raumtemperatur ohne groflen Aktivitatsverlust gelagert werden kann. 



Beispiel 5 



Erythropoietin Lyophilisat 750 Units (Ansatz fur 35.000 Flaschen) 

Erythropoietin 175,0 ml = 26.25 Mio Units 
45 Natriumchlorid 100.0 g' 
Tween 20 12.0 g 

Natriumdihydrogenphosphat X H2O 140,0 g 
Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O 450.0 g 
Calciumchlorid x 2H20 10.0 g 
50 Glycin 1250.0 g 
L-!soleucin 98.0 g 
L-Glutaminsaure 130,0 g 
L-Phenylalanin 145.0 g 
Wasser f. Injektionszwecke ad 70.0 I 

55 

Die Hilfsstoffe werden in 70 i Wasser fOr Injektionszwecke gel5st und danach in 2 Portionen auf 35 I 
aufgeteilt Die ersten 35 I werden mit der erforderiichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 I 
werden zum Spulen des Fiitrationssystems verwendet Die Ansatzldsung wird Qber ein Membranfilter 0.2 
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um Porenweite steriifiltrlert. Die sterilfiltrierte Losung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefuilt und unter den gleichen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 
erhalt so ein weiBes, porSses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophilisat. das 2 Jahre im Kuhlschranic oder 1 
Jahr be! Raumtemperatur ohne grofien Alctivitatsverlust geiagert werden Icann. 

5 

Beispiel 6 



70 Um die Wirksamkeit verschiedener Stabilisatoren zu testen, wurde eine Standardrezeptur mit 1000 U 
EPO/ml. welche als Hauptstabilisator Harnstoff enthielt. mit Rolyvinylpyn-oIidon/Eiweifi bzw. verschiedenen 
Aminosauren versetzt und die Produkte lyophilisiert. Die Ergebnlsse sind In Tabelle 1^ zusammengefaBt. 

Die Stabilitat von EPO wurde nacli 6 Wochen Lageaing des Lyophili-sats bei 35* C bzw. o' C im Maus- 
Mil2-Test gemafl der Vorschrift von Q.Krystal in Exp, Hematol. 11^. 649-660 (1983) wie folgt bestimmt: 

IS BeCaFi-Mausen. weibiich. Gewicht ca. 20 g(Zentrallnstltut fOr Ver-suchstierkunde, Hannover) wird an 
zwel aufeinanderfoigenden Tagen 60 mg/kg Phenylhydrazinhydroclilorid i.p. injiziert. Nach 3 weiteren Tagen 
wird die MHz entnommen. die IWilzzellen werden in sterileni Komplettmedium (Dulbecco Modified Eagle's 
Medium + 584.0 mg/I L-Glutamin + 0,1 m Mol/I 2-Mercaptoathanol + 20 % fotales ICalberserum) 
suspendiert und auf 4 x 10^ kernhaltlge Zellen/ml verdUnnt. Die Suspension, der zuvor die Testsubstanz 

20 bzw. der EPO-Standard in jewells geeigneten Konzentrationen, gel6st in BSA-Puffer, zugesetzt wurden. wird 
In Mikrotiterplatten verteilt (0,2 ml/Vertiefung). Nach Inkubation (22 Stunden, 37* C, Luft + 15 % CO2) 
werden 20 I ^H-Methyi-Thymidln-LQsung mit Ci pro Vertiefung zugegeben und erneut 2 Stunden bei 37' C 
Inkubiert. Danach wird der Inhalt mit Hilfe eines Zell-Harvesters QberfOhrt und mit destilliertem Wasser 
gewaschen. Der Einbau von ^H-Thymidin wird mit einem iS-Scintillationszahler bestimmt und gegen die 

25 Standardpraparate ausgewertet. 

Als Working Standard wurde der "P009-EP0-Standard" von Genetics Institute, Cambridge. Massachu- 
setts. USA. der 112 U EPO/ml (und 503 ng Protein/ml) enthielt (abgegllchen gegen den EPO-Referenz- 
Standard der WHO "International Reference Preparation of Erythropoietin, Human, Urinary for Bioassay 
(2nd I.R.P.. established 1971)" venrtrendet. Die Standardkonzentrationen lagen im Bereich von 10-100 

30 mU/ml. 

Die auf ihre EPO-AktivitSt zu testenden Lyophilisat wurden zunSchst je Ampulle in 2 ml Wasser fOr 
Injektionszwecke gel5st. die weiteren VerdOnnungen erfolgten - ebenso wie bei dem Working Standard - 
mit BSA-Puffer (8,75 g NaCI 1.95 g CaCl2 x 2H2O, 1,00 g BSA (bovine serum albumin der Fa. Calblochem). 
Wasser fur Injektionszwecke ad 1 i). ^H-Methyl-Thymidin (spezifische Aktivitat 2 Ci/mmol) wurde von New 
35 England Nuclear bezogen. 



Beispiel 7 

40 

In gleicher Weise wie in Beispiel 6 wurde eine etwas abgewandelte Stammrezeptur mit Harnstoff und 
verschiedenen Aminosauren bzw, Gemischen versetzt. Zum Vergieich wurden zwei Mannithaltige Rezeptu- 
ren. welche EP 178665 entsprechen. mitgepruft. Die Ergebnlsse sind in Tabelle 2 zusammengefaflt. 

45 



50 



55 
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Tabelle 1 



Zusammensetzung 


1 


a 


b 


ab 


ma Flaschchen 


81 9892 G 


819893 H 


819894 1 


819895 K 


Erythropoietin 


1000 u 


1000 u 


1000 u 


1000 u 


Harnstoff 


10.0 


10.0 


10,0 


10.0 


Natriumchlorid 


9.0 


4.0 


9,0 


1.0- 


Tween 20 


0.1 


0.1 


0.1 


0.1 


Na-dihydrogenphosphat x H2O 


0.55 


0.55 


0.55 


0.55 


Di-Na-hydrogenpliosphat X2H2O 


5.0 


5.0 


5.0 
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Anspruche 

5 

1. Vertragliches, lagerstabiles Humanprotein-Praparat, enthaltend ein Humanprotein. physiologisch 
vertragliche Puffer sowie gegebenenfalls Komplexbildner, isotonie-einstellende Mittel, Caiciumchlorid und 
andere fur Injektionszwecke iibliche Stoffe, dadurch gekennzeichnet. daB in der Injektionsform 

5 - 50 g/l Harnstoff 
70 1 - 50 g/l Aminosaure 

0,05 - 5 g*l nichtionogenes Netzmittel 
enthalten ist 

2. Humanprotein-PrSparat gema0 Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dai3 die Aminosaure eine 
Mischung ist, die mindestens zwel der AminosSure Glycin, L-Alanin, L-lsoleucin, L-Arginin, L-Leucin, L-2- 

75 Phenylalanin, L-QlutaminsSure oder L-Threonin enthalt 

3. Humanprotein-Praparat nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB ais Netzmittel 
Polyethylensorbitanlaurat eingesetzt wird. 

4. Humanprotein*Praparat nach einem der Anspruche 1 - 3. dadurch gekennzeichnet. 6aB das PrSparat 
in lyophilisierter Form vorllegt 

20 5. Humanprotein-Praparat nach einem der AnsprGche 1 - 3. dadurch gekennzeichnet. dafl das Praparat 
in flussiger. spritzfertiger Form vorliegt. 

6. Humanprotein-PrMparat nach einem der AnsprGche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, 6aB pro Injek- 
tionsdosiseinheit von 1 - 5 ml 100 • 1 Million U Humanprotein enthalten sind. 

7. Humanproteln-Praparat nach einem der Anspruche 1-6. dadurch gekennzeichnet, dafi das 
25 Humanprotein Erythropoietin ist. 

6. Humanprotein-Praparat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. dafi pro Injektionsdosiseinheit von 
1 - 5 ml 100 - 20 000 U Erythropoietin enthalten sind. 

9. Verfahren zur Herstellung von vertraglichen, lagerstabllen Humanprotein-Pr3paraten, enthaltend ein 
Humanprotein. physiologisch vertragliche Puffer sowie gegebenenfalls Komplexbildner. Isotonie einstellende 

30 Mittel, Caiciumchlorid und andere fur Injektionszwecke ubliche Stoffe, dadurch gekennzeichnet. dafl man 
zunachst eine L5sung von 5-50 mg/l Harnstoff. 1 - 50 g/l Aminosaure und 0.05 • 5 g/l nichtionogenes 
Netzmittel herstelle. zu dieser L6sung Ubliche Hilfsstoffe fOgt und anschliefiend das Humanprotein bei- 
mischt. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Praparates gemafl Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
35 Humanprotein Erythropoietin ist. 

11. Verfahren zur Herstellung eines Erythropoietin-Praparates gemafi Anspruch 9 oder 10. dadurch 
gekennzeichnet. da/3 zunSchst alle Hilfsstoffe in Wasser gel5st warden, das Erythropoietin zugegeben, die 
Mischung in Ampullen sterilfiltriert und schonend bei unter -20* C lyophilisiert wird. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Erythropoietin-Praparates gemSB Anspruch 9 oder 10, dadurch 
40 gekennzeichnet, da/3 zunachst alle Hilfsstoffe in Wasser gelost werden. das Erythropoietin zugegeben und 

die Mischung in Ampullen abgefuilt wird. 



45 



50 



55 



BEST AVAILABLE COP\ 



